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Fixace a barveni bunék

Buriky se oddéli od média, fixuji na
mikroskopické sklicko, barvi se
ruznym zpusobem a prohlizeji se
pod mikroskopem

Mikroskopické skli¢ko Mikroskop




Klasické barveni chromosomu
mitotickych chromosomu
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Karyotyp

Klasicky byl po dlouhou
dobu studovan pomoci pruhovani barvivem Giemsou. Svétlejsi pruhy
odpovidaji euchromatinu
tmaveé heterochromatinu.

Chromosomy se déli podie
velikosti, podle polohy
centromery a podle pruhi.
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Denaturace DNA

Denaturace Renaturace




Fluorescencni in situ Hybridizace (FISH)

Chromosomova DNA
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Druhy sond pro FISH

a) Sondy specifické pro urcité geny (sekvence)

b) Sondy specificke pro repretitivni sekvence v okoli centromer
c) Sondy specificke pro telomery

d) "'Paintingové' sondy pro celé chromosomy




Chromosomalni aberace

Lidsky genom obsahuje 46 chromosomu, 22 parti autosomu a 1 par
pohlavnich chromosomu bud’ XX nebo XY. chromosomu
jich ma 23.

je pojem, ktery se vztahuje k nasobku euploidniho poétu. U

¢lovéka je diploidni sada 46 chromosomu, triploidni 69 atd. Polyploidie
vznika v dusledku poruch meiozy apod. Vede ke smrti jedince.

je jakykoliv poc¢et chromosomu, ktery neni nasobkem
euploidni sady. Monosomie — je pfitomny pouze 1 chromosom z dvojice.
Clovék s monosomii by mél 45 chromosom. Trisomie — jsou pFitomny 3
chromosomy urcitého typu, u c¢lovéka — 47 chromosomui. VSechny
autosomalni monosomie a trisomie s vyjimkou trisomi 13, 18 a 21 vedou
ke spontannim potratim. Uvedené trisomie maji za nasledek tézké
poSkozeni organismu (deformity koncéetin, nervoveho systému, srdce a
mentalni retardaci). Trisomie 13 a 18 vede ke smrti brzo po narozeni.
Trisomie 21 je jedinad autosomalni trisomie, pfi niz se €lovéek doziva
dospélého véku. Pravdépodobnost trisomie silné zavisi na véku matky —
pro 20-letou je ¢etnost 0.05%, pro vice nez 40 letou je to 3%.



Chromosomalni aberace

Aneuploidie pohlavnich chromosomu jsou ¢etnéjsi, monosomie X je
sluéitelna s zivotem.

— Turneruv syndrom — maly vzrist, zahyby kuze na krku,
nedostateény sexualni vyvoj, vyviji se recesivni onemocnéni vazana na X
chromosom, nebot’ chybi druha kopie X chromosomu, ktera by
maskovala u€inek chybnych alel pritomnych v genech.

— muzi s nedostateénym sexualnim
vyvojem, snizenym intelektem. Pocet X chromosomu muize byt i vétSi —
nemoc je pak vyraznejsi.

— tento karyotyp byl objeven u véznua. Vyskyt je asi 0.1% v
normalni populaci, ale u véznu je to 4.5 %. U tohoto onemocnéni
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— klinicky normalni, vysSi €etnost mentalnich retardaci a

S
sterility. Vice X chromosomu — vyraznéjsi manifestace onemocneéni.



Chromosomalni aberace

disledek zlomu a néasledného Spatného spojeni
nebo ztraty fragmentu — muze nastat spontanné pfri replikaci a maze byt
indukovana chemicky, ionizujicim zarenim a UV zarenim. Dusledky
vzniku aberace zavisi na tom, jak je rozsahla, kde na chromosomu a kde
ve tkani vznikne.

— rotace zlomeného chromosomového fragmentu a spojeni v
obraceneé poloze

— chromosomalni segment je opakovan

— transfer ¢asti chromosomu na nehomologni jiny
chromosom.

— bez ztraty genetického materialu (mutze
a nemusi mit fenotypicky projev), muze se prenaset z generace na
generaci. V meioze muze dojit k duplikacim nebo delecim, coz vede ke
spontannim potrattim.

— zlom kratkych raminek dvou
chromosomu s naslednym spojenim velkych raminek a ztratou
fragmenti malych. U chromosomu 14 a 21 - Downlv syndrom

— segment chromosomu je ztracen. Pouze malé delece jsou
tolerovany (Cri-du-chat syndrom — delece malé €éasti chromosomu 5)



Types of mutation

Deletion Duplication Inwversion
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Vznik aberaci

Detekce aberaci (standardni experiment):

1) izolace lymfocytu (odbér od donora, centrifugace a separace na
ficolu, pfiprava na ozarovani

2) resuspendovani do media, stimulace k déleni, kultivace 48-72 h,
zastaveni cyklu colcemidem, hypotonicky roztok, fixace kyselinou
octovou a metanolem, kapani na vymrazene sklicko, BUdR - lze
odliSit prvni mitdzu (svétla a tmava €ast chromatidy)

3) barveni (Giemsa nebo FISH) pozorovani pod mikroskopem, vyhledani
mitdz a jejich vyhodnoceni

Na obrazku je priklad aberace
typické pro zareni — dicentrik
se dvéma pary fragmentu.

Dole — translokace v interfazi.




Vznik aberaci

1) NHEJ — nehomologni spojeni koncu DSB

2) Rekombinacéni chybna reparace

A. Breakage-and-reunion
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B. Recombinational misrepair (1-hit) C. Exchange theory
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Vznik aberaci

Pro mechanismus 1 dostavame kvadratickou
zavislost na davce, pro mechanismus 2 dostaneme linearni zavislost.
Davkové zavislosti se daji popsat linearné-kvadratickou funkci
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Vznik aberaci

aberace vznikaji velmi kratce po pusobeni mutagenu, coz Ize
prokazat PCC technikou. Tato technika

spociva ve fuzi mitotické bunky s G1-bunkou,

Vv hiz chromosomy predc¢asné zkondenzuiji.

Aberace v lymfocytech v krvi s €asem mizi. Pokles
poctu dicentriku je daleko rychlejSi nez pokles
poctu translokaci.
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Vznik stabilnich aberaci

Multicolor FISH se da pouzit pro bandovani
uvnitfr chromosomu (dfive se nedalo). Bylo zjisténo, Ze radiace
zanechava dlouhodobé zmény Y podobé stabilnich
intrachromosomalnich aberaci.

Pracovnici ozareni pred mnoha lety pfi praci s plutoniem maji v Kkrvi
aberace v lymfocytech — vice nez polovina lymfocyta nese prestavby
(>6 Mb). Pocty téchto prestaveb koreluje s davkou na kostni dren.

Tyto aberace lze registrovat po dlouhé dobé, maji nizké pozadi a metoda
ma velkou citlivost.

Breaks in
chromosomes




Vznik aberaci

se da pouzit pro bandovani . Na
obrazku je pouzito 6 fluorochromu (DAPI, FITC, Gold, Texas Red, Cy5
a Aqua. Slozeny obraz se dale analyzuje tak, aby jednotlivé oblasti
byly Iépe rozliSitelné (pfirazuji se pseudobarvy).




Vznik aberaci po ozareni

Multicolor FISH u pracovniku s plutoniem (Majak). V krvi byla detekovana
komplexni  prestavba spoéivajici v inter- a soucasné
intrachromosomalni vyméné. U rady téchto pracovnikii doSlo ke
vzniku nadoru na plicich nebo kosti, tento pracovnik byl relativné

zdravy.




Vznik aberaci

Pracovnici s Pu nesou v krvi intra-
chromosomoveé prestavby, zatimco pracovnici y-zafenim nesou
interchromosomové prestavby. Vidime, ze v kontrole prakticky nejsou
detekovany intra- chromosomové prestavby.

Aberration frequency (%) Aberration frequency (%)
1 2 3 4 0 1 2 3 4 5 &

a Intra-chromosomal b Inter-chromosomal




Biologicka dosimetrie mutagenu

cytogeneticka analyza lymfocytli — od pocéatku
70. let pouzivana, standardizovana — existuji kalibraéni krivky poctu
dicentrikll na davce. Predpoklada se souvislost s nadory. Aberace
jsou indukovany Sirokym spektrem jinych klastogenu.

FISH technika o¢€ividné rozsifila moznosti detekce riznych druhu
aberaci, jednak o stabilni aberace, coz umozniuje biologickou
dosimetrii i po dlouhé dobé po ozareni a jednak o
intrachromosomove aberace, které jsou typické pro husté ionizujici
zareni.

Problémy — zavislost pozadi na véku, individualni citlivost k ozareni,
vznik klonu, které je nutno detekovat a vylougit.



Vznik bodovych mutaci

U primych mutaci dochazi ke ztraté funkéniho
proteinu v dusledku zmény genetického kédu. Tyto mutace Ize
detekovat na vhodnych pudach, napr. mutace lac+ — lac- |ze
detekovat na pudé s tetrazoliem, mutace v lacl genu (coz je represor
lac systému) Ize detekovat na pudé s X-galem, coz je substrat pro -
galaktosidazu. Defekt v lacl genu vede ke vzniku konstitutivni mutace
a syntéze galaktosidazy i bez pritomnosti lakt6zy. X-gal zpusobuje
modré zbarveni mutovanych bunék. Tato
metoda je vhodna pro detekci malého poctu
mutaci, nebot’ modré kolonie jsou vidét na
pozadi velkého pocétu bilych kolonii. Pri
pozorovani pod mikroskopem lze detekovat
nékolik mutovanych kolonii na 10> normalnich
(bilych) kolonii.

U zpétnych mutaci se pouzivaji pudy, na kterych
puvodni bunky nerostou (napr. pro bakterie
s defektem v syntéze histidinu se pouzije
minimalni puda bez histidinu. Protoze pro
fixaci mutaci je potreba, aby se buriky alespon
nekolikrat podeélily, pridava se nepatrné
mnozstvi aminokyseliny.
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